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Objetivo - Estudar a incorporação de diferentes catiões na remineralização de lesões de 
cárie artificiais por microscopia eletrónica de varrimento (MEV) e por espectroscopia de 
raios X com dispersão de energia (EDS). 
Materiais e Métodos - 12 espécimenes de esmalte de molares humanos foram, 
aleatoriamente, distribuídos em 6 grupos de observação (A-F). Todos os grupos foram 
submetidos a uma solução tampão de ácido lático a pH 5 durante 6 dias para indução de 
lesões artificiais de cárie, seguidos de imersão em água destilada durante 2 horas. Nos 
grupos B, C, D, E e F foi aplicado verniz de fluoreto de sódio a 5%. O GC (controlo 
negativo) foi imerso em saliva artificial alterada, sem cloreto de cálcio, durante 6 dias. O 
GD (controlo positivo) foi imerso em saliva artificial contendo de cloreto de cálcio, 
durante 6 dias. O GE foi imerso em saliva artificial alterada, por substituição do cloreto 
de cálcio por cloreto de estrôncio e o GF foi imerso em saliva artificial alterada, por 
substituição do cloreto de cálcio por cloreto de magnésio. Todas as soluções de saliva 
artificial foram renovadas diariamente ao longo dos 6 dias. Por grupo, foi realizada a 
análise MEV/EDS dos espécimenes. 
Resultados – As imagens MEV/EDS mostram que: Os grupos A, B e C corroboram a 
ocorrência de desmineralização, ainda que com alguma remineralização nos grupos B e 
C; as imagens MEV/EDS dos grupos D, E e F corroboram a ocorrência de 
remineralização com formação de fluorapatite, observando-se maior homogeneidade nas 
imagens do GD e GE, do que no GF. 
Conclusões – As amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e estrôncio e as 
amostras desmineralizadas e tratadas com fluoreto e magnésio originaram imagens 
MEV/EDS que corroboram a ocorrência de remineralização com formação de fluorapatite 
com estrôncio e fluorapatite com magnésio, respetivamente, ainda que em menor 
quantidade que a remineralização que ocorre nas amostras desmineralizadas e tratadas 
com fluoreto e cálcio. 
 
 







Objective – Study the incorporation of different cations in the remineralization of 
artificial caries lesions by scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-
ray spectroscopy (EDS). 
Materials and methods – 12 specimens of human molar enamel were randomly assigned 
to 6 observation groups (A-F). All groups were subjected to a lactic acid buffer solution 
at pH 5 for 6 days to induce artificial caries lesions, followed by immersion in distilled 
water for 2 hours. In groups B, C, D, E and F 5% sodium fluoride varnish was applied. 
The GC (negative control) was immersed in altered artificial saliva without calcium 
chloride for 6 days. GD (positive control) was immersed in artificial saliva containing 
calcium chloride for 6 days. EG was immersed in altered artificial saliva by substitution 
of calcium chloride by strontium chloride and GF was immersed in altered artificial saliva 
by replacement of calcium chloride by magnesium chloride. All artificial saliva solutions 
were renewed daily over the 6 days. By group, SEM / EDS analysis of specimens was 
performed. 
Results – The SEM / EDS images show that: Groups A, B and C corroborate the 
occurrence of demineralization, although with some remineralization in groups B and C; 
MEV / EDS images from groups D, E and F corroborate the occurrence of 
remineralization with fluorapatite formation, with greater homogeneity in GD and GE 
images than in GF. 
Conclusions – The demineralized and fluoride and strontium-treated samples and the 
demineralized and fluoride and magnesium-treated samples yielded SEM / EDS images 
that corroborate the occurrence of remineralization with formation of strontium 
fluorapatite and magnesium fluorapatite, respectively, although in a smaller amount than 
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A incorporação de alguns elementos nos sistemas biológicos, em detrimento de 
outros, parece estar associada não só às propriedades físico-químicas pertencentes a esses 
elementos e respetiva adequação à função a desempenhar em termos evolutivos, como à 
sua disponibilidade e à facilidade da sua extração do meio ambiente. Nesta linha, alguns 
elementos, como por exemplo o estrôncio, podem ter sido preteridos pela natureza em 
detrimento de outros elementos do grupo dos metais alcalino-terrosos simplesmente por 
estarem presentes em pequenas quantidades nos ambientes primitivos, nomeadamente na 
água e no universo.  
Presumivelmente, uma das razões pelas quais os metais alcalino-terrosos 
essenciais, nomeadamente o sódio, o potássio, o magnésio e o cálcio, foram 
preferencialmente selecionados pela natureza em detrimento de outros como o estrôncio, 
poderá ter sido o facto de serem mais abundantes e de mais fácil extratibilidade do meio 
envolvente para incorporação nos sistemas biológicos (Fraústo da Silva & Williams, 
2001). Tratando-se apenas de uma questão de abundância nos ambientes primitivos, o 
mesmo não significa que a sua incorporação artificial em substituição dos elementos 
biológicos não seja viável, e que as propriedades físico-químicas destes elementos se 
sobreponham ao fator biodisponibilidade. Por este mesmo motivo, não deixa de ser 
interessante estudar e procurar correlacionar as propriedades análogas de elementos do 
mesmo grupo, que teoricamente, podem desempenhar papéis biológicos semelhantes, 
nomeadamente em processos físico-químicos como é o caso da formação de fluorapatite, 
bem como compreender se elementos quimicamente semelhantes são capazes de se 
substituir e qual a relevância dessa mesma substituição. 
 
I.1. METAIS ALCALINO-TERROSOS 
Ao longo dos anos, foi proposta e testada uma vasta gama de agentes não 
fluoretados - antimicrobianos (por exemplo, clorexidina, triclosan, iodo), polióis (por 
exemplo, xilitol) e derivados do cálcio (por exemplo, CPP-ACP) (Cochrane, Cai, Huq, 
Burrow, & Reynolds, 2010; Rethman et al.,2011). Além disso, iões metálicos a substituir 
o cálcio atraíram algum interesse no passado, em particular o estrôncio devido à sua 
similaridade com o cálcio (Bowen, 2001; Lippert & Hara, 2013; Lippert, 2017). 
O estrôncio (Sr) é um oligoelemento encontrado nas rochas calcárias e na água do 
mar (Li et al., 2007). Alimentos e água potável são a maior fonte de estrôncio. A ingestão 
diária de estrôncio é cerca de 2,1 mg - 2,4 mg (Wang et al., 2018). No passado, o papel 
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deste elemento na prevenção da cárie atraiu grande interesse na comunidade científica 
(Lippert, 2012). A maioria dos estudos desenvolvidos até à data sugere que o estrôncio 
exibe algumas propriedades cariostáticas, predominantemente na presença de flúor 
(Lippert & Hara, 2013). O estrôncio tem propriedades químicas e físicas próximas ao 
cálcio, pelo que, teoricamente, é capaz de substituir o cálcio na hidroxiapatite. 
Experiências anteriores deram resultados promissores, embora alguns dos dados sejam 
controversos. Sendo, portanto, essencial ter mais informações sobre a eficácia real do 
estrôncio na remineralização. 
O magnésio é um catião abundante e essencial no corpo humano, pois tem efeitos 
significativos no metabolismo humano (Gu e Zheng, 2010). Juntamente com outros seis 
elementos – sódio, potássio, cálcio, fósforo, enxofre e cloro, o magnésio representa cerca 
de 0,9% do número total de átomos no corpo humano (Fraústo da Silva & Williams, 
2001). Este elemento pode substituir facilmente o cálcio dos minerais do corpo devido às 
suas semelhanças químicas. Não obstante, algumas diferenças entre os iões Mg2+ e os 
iões Ca2+, como por exemplo os raios iónicos (0,66 e 0,99 Å, respetivamente), resultam 
em propriedades diferentes dos materiais que compõem. A presença de iões Mg2+ nos 
minerais ósseos e no fluido corporal pode influenciar os processos de metabolismo, 
formação e cristalização dos minerais ósseos (Nabiyouni, Ren & Bhaduri, 2015). 
 
I.2. ESMALTE 
O esmalte dentário é o tecido mais mineralizado do corpo dos mamíferos, 
formando uma camada muito dura, fina e translúcida de tecido calcificado que cobre toda 
a coroa anatómica do dente (Peng et al., 2019; Higham et al., 2018). Localizado na 
camada externa da coroa, o esmalte, protege as estruturas dentárias subjacentes e é 
composto por 95% - 96% de material inorgânico, 1% de material orgânico e 3% de água 
(Wang, Chang, Chiang Lin & Lin, 2019). O material inorgânico é composto 
principalmente por hidroxiapatite mineral (HA), uma estrutura cristalina constituída por 
cálcio e fosfato que incorpora facilmente oligoelementos. Estes iões podem ser 
carregados negativamente, como o flúor ou o carbono, ou carregados positivamente, 
como o sódio, zinco, estrôncio ou potássio e as concentrações dos mesmos altearam a 
solubilidade do esmalte. Estequiometricamente, a HA não corresponde completamente à 
fórmula química Ca10(PO4)6(OH)2, pois contém muitas impurezas incluindo carbono, 
magnésio, sódio e cloro, bem como uma pequena quantidade de flúor (García-Godoy & 
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Hicks, 2008). O carbono, em particular, juntamente com o magnésio, causa grandes 
perturbações nos cristais de HA. 
A presença de carbonatos e outras substituições iónicas perturba 
significativamente a rede cristalina da HA, enfraquecendo-a e aumentando sua 
suscetibilidade ao ataque ácido e solubilidade. Os iões de carbono podem substituir iões 
fosfato ou grupos hidroxilo e aumentar a solubilidade de apatite, enquanto que os iões de 
magnésio podem substituir iões de cálcio e inibir o crescimento de cristais. Por outro lado, 
os iões de flúor podem substituir os grupos hidroxilo e diminuir a solubilidade da apatite 
(Alkattan, Lippert, Tang, Eckert & Ando, 2018; Neel et al., 2016). 
 
I.3. CÁRIE 
Os mecanismos e a fisiopatologia subjacentes ao desenvolvimento da cárie 
dentária são cada vez melhor compreendidos, tendo aumentado a consideração pelos 
aspetos relacionados com o esmalte e o biofilme cariogénico. Os tecidos duros dos dentes 
expostos ao ambiente da cavidade oral são os alvos do processo da doença da cárie, e 
todas as superfícies dos dentes são suscetíveis ao longo da vida de um indivíduo (Pitts et 
al., 2017). 
A cárie dentária ocorre através da quebra do equilíbrio dinâmico entre 
desmineralização e remineralização do tecido de esmalte altamente mineralizado. Se o 
processo não for interrompido no estágio inicial, uma perda substancial de minerais do 
esmalte acontece, levando à lesão da superfície (Takahashi & Nyvad, 2011). Portanto, 
melhorar a resistência ácida da superfície do esmalte é importante para inibir a 




A cárie dentária é um processo dinâmico de perda mineral que envolve ciclos 
alternados de desmineralização e remineralização (Pitts et al., 2017). Estes não se podem 
considerar processos distintos e, qual aquele que “vence” depende de vários fatores do 
ambiente oral, nomeadamente da frequência do consumo de sacarose e da saliva. Diversos 
estudos relatam que as características físico-químicas do esmalte influenciam 
significativamente o seu comportamento nos desafios de desmineralização e subsequente 
remineralização (Alkattan, Lippert, Tang, Eckert & Ando, 2018; Higham et al., 2018). A 
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remineralização pode ser definida como qualquer ganho pela superfície dentária que 
ocorra através da deposição de minerais na zona desmineralizada. Esta não só interrompe 
o processo de desmineralização, como repara as lesões cariosas incipientes. Por 
conseguinte, observa-se uma maior resistência ao processo de desmineralização em áreas 
de esmalte remineralizado (Carvalho, Godoy & Bastos, 2002). A fronteira entre 
dissolução e precipitação, isto é, desmineralização e remineralização, respetivamente, é 
frequentemente caracterizada pelo pH crítico. Se presumirmos que os níveis fisiológicos 
de cálcio e fosfato estão nos fluidos orais, então o esmalte desmineralizará numa condição 
abaixo de pH 5,5 e a remineralizará acima desse valor (Cate & Buzalaf, 2019). 
A dissolução do esmalte dentário como consequência do metabolismo bacteriano 
é um processo seletivo, pois o esmalte possui regiões de solubilidade variável. Este pode 
dissolver (desmineralizar) até ou além da junção amelo-dentinária, enquanto que a 
estrutura geral permanece intacta e funcional. A desmineralização é um processo 
reversível, isto é, os cristais de HA parcialmente desmineralizados podem crescer até o 
tamanho original, se expostos a ambientes orais que favoreçam a remineralização. Posto 
isto, claramente que o objetivo na prática da Medicina Dentária, é ajudar o paciente a 
manter um ambiente oral que evite a desmineralização e aprimore a remineralização para 
impedir a formação de cárie dentária (Higham et al., 2018). Felizmente, a saliva contém 
cálcio e fosfato em concentrações superiores à solubilidade do fosfato de cálcio no 
esmalte, pelo que em condições de repouso, este fosfato de cálcio precipitará, 
indesejavelmente, como cálculo dentário ou reabastecerá as porosidades formadas pelo 
ataque ácido – remineralização. Este último processo ocorre enquanto a estrutura geral 
do esmalte e da dentina está intacta, pois são necessários núcleos de cristalitos para o 
crescimento de fosfato de cálcio. 
 
I.5. SALIVA 
A saliva é um fluido extraordinariamente complexo que desempenha muitos 
papéis na proteção dos dentes, nomeadamente contra a abrasão, atrição, erosão e cárie 
dentária (Dawes et al., 2015). O principal componente da saliva é a água até 99,5%, o 
nível de compostos inorgânicos varia de 0,2 a 0,9% e uma a fração orgânica varia de 0,4 
a 0,6%. A saliva contém uma ampla gama de eletrólitos, como por exemplo: potássio, 
catiões de sódio, cálcio, magnésio e amónio. O grupo aniónico é composto de fosfatos, 
carbonatos, cloretos, ródio e vários micronutrientes. A componente orgânica da saliva é 
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constituída principalmente por substâncias peptídicas que ocorrem de várias formas e 
contém: histatinas, cistatinas, estaterina, sialina, catelicidina, defensina e fatores de 
crescimento - fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento nervoso 
(NGF), crescimento transformador fator alfa (TGF-α). As proteínas não enzimáticas 
incluem mucinas, lactoferrinas, proteínas ricas em prolina (PRPs), calprotectina, 
interferão, albuminas e globulinas: globulinas IgG e IgMg e IgA produzidas apenas nas 
glândulas parótidas. As enzimas contidas na saliva são peroxidase salivar, lisozima e 
enzimas digestivas - amilase, maltase, lipases, esterases, glucosidases e proteases. A 
saliva contém ainda hidratos de carbono (principalmente na forma de glicoproteínas 
salivares), lipídos-fosfolipídos e colesterol, bem como metabolitos de compostos de azoto 
– ureia, ácido úrico, creatinina – e aminoácidos. Todos os componentes trabalham em 
conjunto para formar um sistema multitarefa complexo. A neutralização dos ácidos e 
manutenção do pH adequado é regulada por hidratos de carbono, fosfatos e ureia. 
O tampão mais importante é o ácido carbónico/bicarbonato, ativo principalmente 
na saliva estimulada. A saliva atua como uma defesa passiva barreira através de 
compostos como péptidos, enzimas e imunoglobulinas anti-infeciosas. A saliva é apoiada 
por mucinas responsáveis pela lubrificação, proteção da mucosa membranar de 
substâncias irritantes e limpeza da cavidade oral. Os iões fosfato e cálcio e também os 
seus sais com estaterina são responsáveis pela integridade dos tecidos duros dos dentes, 
apoiando os processos de remineralização e supressão da desmineralização. 
Devido à complexidade e variabilidade da composição e ao número de fatores 
variáveis individuais que influenciam a saliva, bem como às interações entre os seus 
componentes, não é possível criar uma fórmula sintética idêntica à saliva natural. É difícil 
criar um modelo químico e físico perfeito de um fluido fisiológico natural, que por si só 
não possui uma composição individual homogénea. Assim, a preparação do protocolo de 
saliva artificial é baseado na composição típica ou média das amostras de saliva natural 
testadas (Ptyko-Polonczyk, Jacubik, Przeklasa-Bierowiec & Musynska, 2017). 
 
I.6. FLÚOR 
O processo de desmineralização do esmalte pode ser revertido para tornar a lesão 
inativa. Uma das medidas mais conhecidas e importantes para o controlo e tratamento da 
cárie dentária é o controlo mecânico do biofilme, que deve estar associado a um nível 
adequado de exposição ao flúor (Godoi et al., 2019). O flúor (F) tem sido considerado o 
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principal fator responsável pela redução da cárie em crianças e adultos jovens países mais 
industrializados nas últimas décadas (Magalhães et al., 2008). 
As soluções de flúor existem sob a forma de baixa concentração para o uso diário, 
como as pastas de dentes e os colutórios, e em maiores concentrações para aplicação 
profissional, como vernizes fluoretados e géis de flúor. As vantagens dos vernizes são a 
sua aplicação simples e contato prolongado com a superfície de esmalte desmineralizada, 
bem como o facto de serem um importante auxiliar no controlo e tratamento de white 
spots (Godoi et al., 2019). Num estudo de Gao et al. (2016) foi possível concluir que a 
aplicação profissional de verniz de fluoreto de sódio a 5% pode remineralizar lesões de 
cárie incipientes. 
O ião flúor encaixa bem na estrutura de um cristal de hidroxiapatite, na realidade 
melhor do que o grupo hidroxilo, o que resulta numa menor solubilidade da apatite 
fluoretada quando comparado com a apatite livre de flúor. Como resultado, o pH crítico 
para a apatite contendo flúor é ligeiramente inferior ao mineral original. No entanto, como 
um ataque ácido pode atingir valores de pH bem abaixo de 5,0, essa solubilidade mais 
baixa não é suficiente para evitar que a dissolução mineral. Posto isto, este elemento 
permanece eficaz na prevenção da cárie, uma vez que diminui a desmineralização co-
precipitando iões de cálcio e fosfato que se dissolvem e aumentando a precipitação de 
apatite fluoretada acima do pH crítico. Estes efeitos relativamente pequenos acumulam-
se durante os muitos ciclos de pH que ocorrem ao longo do dia, pelo que, como resultado 
o flúor pode inibir a cárie dentária em 40% a 60% (Cate & Buzalaf, 2019). A figura 2 
ilustra a ação do flúor no controlo da cárie. 
O flúor é considerado a pedra angular no processo de remineralização, mas esta 






O flúor e o estrôncio têm um efeito positivo no progresso da remineralização per 
se, embora o efeito do flúor não seja dependente da presença de estrôncio, e nem o efeito 
do estrôncio parece depender da presença de flúor. No entanto, a combinação de estrôncio 
e flúor pode ter vantagens sobre qualquer ião sozinho tendo sido relatado que, quando 
incorporados em conjunto, o fluoreto e o estrôncio melhoraram a cristalinidade da apatite 
(Thuy et al., 2008). 
Em suma, e de acordo com uma longa pesquisa de Lippert & Hara (2013), o 
estrôncio exibiu algumas propriedades cariostáticas na maioria das cáries de animais e 
estudos epidemiológicos (relatados até à data da pesquisa). Os resultados de vários 
estudos epidemiológicos levaram os investigadores a sugerir (e quase acreditar) numa 
"concentração ótima" de estrôncio na água. No entanto, nenhuma prova definitiva do 
papel do estrôncio na prevenção da cárie ou a existência duma “concentração ótima” de 
estrôncio pode ser fornecida com base nos dados recolhidos nesta meta-análise, 
principalmente devido à falta de ensaios clínicos randomizados e informações 
insuficientes fornecidas nos estudos epidemiológicos. Para tal, é necessária uma 
compreensão completa do papel do estrôncio na prevenção da cárie, nomeadamente a sua 
associação com os tecidos dentários e a placa bacteriana. 
 
I.8. MAGNÉSIO 
Embora constitua apenas até 0,6%, em peso, do esmalte dentário o magnésio é 
mencionado em relação à suscetibilidade de cárie dentária, sendo conhecidas na literatura 
várias tentativas de incorporar este elemento na rede de apatites sintéticas (Terpstra & 
Driessens, 1986). Thewlis (1939), preparou hidroxiapatite de cálcio-magnésio por 
precipitação, no entanto não encontrou quaisquer alteralções nos parâmetros da rede de 
HA. Carlström (1955), aqueceu Ca3(PO4)2 a 1000ºC com uma quantidade apropriada de 
MgF2, mas a HA que obteve continha algum magnésio em vez de cálcio, não se tratando, 
contudo, de uma hidroxiapatite de cálcio-magnésio. Kreidler (1970), tentou preparar 
fluorapatite contendo magnésio, por reação em estado sólido e descobriu que os eixos 
a e c da sua apatite diminuíram quando a concentração de magnésio aumentou. Neuman 
& Mulray (1971), sintetizaram cristais de apatite sob condições aproximadamente 
fisiológicas e na presença de iões Mg2+ e concluíram que os iões Mg2+ foram fortemente 
rejeitados pela rede de apatite. Já Simpson (1972), afirmou que a substituição por 
magnésio nas apatites é limitada, o que ilustra, segundo o autor, o princípio geral de que 
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os iões significativamente maiores que o cálcio podem substituí-lo, mas que iões 
menores que este tendem a não ser capazes de o fazer. 
Sumariamente, apesar do magnésio se tratar de um elemento bastante disponível 
e quimicamente semelhante ao cálcio, os estudos realizados, essencialmente, na segunda 
metade do século XX, geram alguma controvérsia em relação à incorporação deste 
elemento na rede de apatite, não havendo relatos promissores da substituição dos iões 
mencionados. 
 
I.9. PERTINÊNCIA DO ESTUDO 
Como é possível verificar na tabela 1, os elementos magnésio, cálcio e estrôncio, 
tratam-se de metais alcalino-terrosos pertencentes ao mesmo grupo da tabela periódica 
(grupo 2), cujas características físico-químicas se assemelham, o que sugere que estes se 
podem, facilmente, substituir entre si. 
 
 
Tabela 1 - Características periódicas dos elementos alcalino-terrosos estudados - magnésio, cálcio e 
estrôncio (Adaptado de Discher, Medwick & Bailey, 1985) 
Elemento Magnésio Cálcio Estrôncio 
Símbolo Mg Ca Sr 
Peso atómico 24.32 20 87.63 
Número atómico 12 20 38 
Configuração eletrónica 2s22p63s2 3s23p64s2 4s24p65s2 
Raio atómico (Å) 1.36 1.74 1.91 
Raio iónico (Å), +2 0.65 0.99 1.13 
Potenciais de ionização I – 7.6 
II – 15.0 
I – 6.1 
II – 11.9 
I – 5.7 
II – 11.0 
Potencial do elétrodo +2.34 +2.87 +2.89 
Eletronegatividade 1.2 1.0 1.0 
 
 
Apesar das características dos três elementos serem idênticas, a fazer uma análise 
mais detalhada é possível constatar que o estrôncio apesar de significativamente mais 
pesado que o cálcio, possui os valores dos raios atómico e iónico mais próximos aos do 
cálcio, quando comparados com os do magnésio. Assim, e tendo em conta o que foi 
mencionado anteriormente, é possível inferir que, é mais provável o cálcio e o estrôncio 




I.10. OBJETIVO DO ESTUDO 
Estudar a incorporação de diferentes catiões na remineralização de lesões de cárie 
artificiais por microscopia eletrónica de varrimento (MEV) e por espectroscopia de raios 
X com dispersão de energia (EDS). 
 
I.11. HIPÓTESES DE ESTUDO 
No presente trabalho formularam-se as seguintes hipóteses de estudo: 
i. As amostras desmineralizadas, as amostras desmineralizadas e tratadas apenas 
com iões fluoreto e as amostras desmineralizadas e tratadas com iões fluoreto 
e catiões monovalentes não apresentam diferenças significativas nas imagens 
MEV/EDS da superfície do esmalte. 
ii. As amostras desmineralizadas e tratadas apenas com iões fluoreto e com apenas 
um tipo de ião alcalino-terroso (cálcio, estrôncio ou magnésio) como único 
catião divalente presente originam imagens MEV/EDS da superfície do 
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II. MATERIAIS E MÉTODOS 
II.1. LOCAL DO ESTUDO 
Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de Biomateriais 
da Egas Moniz. A análise da Microscopia Eletrónica de Varrimento (MEV) e 
Espectroscopia de Raio X com Dispersão de Energia (EDS) foi realizada no Centro de 
Microscopia Eletrónica e Histopatologia da Egas Moniz. 
 
II.2. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
O estudo foi submetido à Comissão de Ética para a Saúde da Egas Moniz. Os 
dentes foram fornecidos pelo banco de dentes da Clínica Universitária Egas Moniz. 
 
II.3. TIPO DE ESTUDO E SELEÇÃO DA AMOSTRA 
Foi realizado um estudo observacional, analítico em 3 molares humanos obtidos 
de sujeitos anónimos, os quais originaram 12 fragmentos de esmalte que foram 
aleatoriamente distribuídos em 6 grupos de estudo, tal como mostra a figura 3. Como 
critérios de inclusão consideraram-se: dentes íntegros, não cariados, livres de fraturas e 
sem terem alterações de superfícies expostas a tratamentos químicos ou mecânicos, à 
exceção dos contemplados na higiene dentária dos indivíduos. Foram excluídos do 
estudo: dentes com malformações, não íntegros, que tivessem sido submetidos a 
tratamentos químicos (branqueamento, entre outros), mecânicos (tratamento ortodôntico 
prévio, ou outros), ou eletromagnéticos (radiação laser).  
 
II.4. PREPARAÇÃO DA AMOSTRA 
Uma vez selecionada a amostra, foram removidos, através de curetagem manual, 
os tecidos moles das superfícies coronais e radiculares dos dentes com o auxílio de curetas 
periodontais de Gracey (Caneppele, Jeronymo, Di Nicoló, de Araújo, & Soares, 2012; Jo 
et al., 2014; Cardoso et al., 2016). De seguida, estes foram armazenados em cloramina T 
solução tri-hidratada a 1% num frasco de plástico esterilizado (Lussi, Lussi, Carvalho & 
Cvikl, 2014), durante 7 dias à temperatura de 4ºC. Posteriormente, a solução foi trocada 
por água desionizada, na qual as amostras permaneceram até ao momento da sua 
utilização para o estudo.
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Cada um dos dentes foi fixo e estabilizado com cera colante num suporte de 
metacrilato para a realização dos cortes necessários (Paris, Lausch, Selje, Dörfer, & 
Meyer-Lueckel, 2014). Estes foram então seccionados em fragmentos de esmalte 4x3 
mm, num micrótomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca), 





Cada um dos molares, foi primeiro seccionado longitudinalmente no sentido 
mesio-distal (Elkassas & Arafa, 2014), obtendo-se assim dois fragmentos, um vestibular 
e outro lingual/palatino. De seguida, cada um destes fragmentos foi novamente 
seccionado, desta vez no sentido vestíbulo-lingual, obtendo-se dois fragmentos com cerca 
de 3 mm de largura. Por fim, os fragmentos foram descoronados pela junção amelo-
cimentária (Caneppele et al., 2012; Cassiano et al., 2017), resultando de cada molar 
quatro fragmentos de 4x3 mm (figura 5): fragmento mesio-vestibular, disto-vestibular, 
mesiopalatino/lingual e disto-palatino/lingual. 
Em seguida, os fragmentos foram polidos com discos de lixa de granulação 320, 
600 e/ou 1200 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) com refrigeração na máquina polidora 
LaboPol- 4® (WS Struers 18-B, Dinamarca) a 40 rpm, obtendo-se, assim, uma superfície 
homogénea (Cassiano et al., 2017; Comar et al., 2012; Magalhães, Comar, Rios, Delbem, 
Figura 4 – Molar humano fixo a suporte de metacrilato montado no Micrótomo de tecidos duros Accutom 50 (Struers A/S, 
Ballerup, Dinamarca). 
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& Buzalaf, 2008; Moron et al., 2013). Depois disto, os espécimenes foram colocados em 














II.4.1. Preparação da solução de saliva artificial 
Foi preparada uma solução de saliva artificial “mãe” 1,25x concentrada com as 
seguintes matérias primas e respetivas quantidades: 0,0063g de Na2S·9H2O, 0,5000g de 
NaCl, 0,5000g de KCl, 0,3648g de NaH2PO4·H2O, 1,2500g de ureia, 0,6420g de 
Na2HPO4·2H2O, 1000 mL água destilada; pH 7,0 (Urban et al., 2009). A necessidade de 
criar uma solução artificial deve-se ao facto do uso de saliva humana em estudos in vitro 
ser extremamente difícil de executar devido à sua composição variável e à falta de 
estabilidade desta fora da cavidade oral. Um problema adicional é a colonização da saliva 
humana por bactérias que podem levar a alterações na sua composição química, e a 
esterilização do líquido pode resultar na degradação dos componentes salivares orgânicos 
(Ptyko-Polonczyk, Jacubik, Przeklasa-Bierowiec & Musynska, 2017). 
 
II.4.2. Indução de lesões artificias de cárie dentária 
Uma vez preparados os espécimenes, procedeu-se ao estudo propriamente dito. O 
primeiro passo consistiu na indução de lesões de cárie artificiais em todos espécimenes 
preparados, através imersão dos mesmos em 30 mL de solução tampão de ácido láctico 
50 mM (3 mM de CaCl2•2H2O, 3mM de KH2PO4, 6μM tetraetil metil difosfonato e tendo-
se ajustado o pH a 5,0 com KOH), previamente preparada, imersão essa que ocorreu 
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Após uma observação preliminar (antes do início do estudo propriamente dito), 
optou-se por fazer esta análise sem a deposição de uma liga metálica (ouro/paládio) sobre 
as amostras, para que, posteriormente, esta não tivesse influência na análise de EDS, 
colocando em causa a fidedignidade dos resultados. 
 
II.7. ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X COM DISPERSÃO DE ENERGIA (EDS) 
A espectrometria de fluorescência de raios X com dispersão de energia é uma 
técnica analítica não destrutiva aplicada para analisar o conteúdo mineral dos dentes. A 
radiação fluorescente emitida pelos elementos devido à radiação de raios X é proporcional 





Figura 11 - Microscópio Eletrónico de Varrimento JEOL JSM 5400 Centro de Microscopia Eletrónica e 




III.1. MICROSCOPIA ELETRÓNICA DE VARRIMENTO (MEV) 
Com o propósito de observar as alterações na topografia da superfície do esmalte 
nos diferentes grupos, foram observadas as duas amostras de cada grupo por microscopia 




















Figura 12 - Amostra do grupo A (controlo negativo - indução de lesões artificiais de cárie dentária por tratamento 




Visão panorâmica da superfície de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se 
uma sobrecamada não expectável, cuja origem pode estar relacionada com o processo de 
colagem da amostra sobre a fita autocolante de carbono, antes de se iniciar a observação 
ao Microscópio Eletrónico de Varrimento. 
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Figura 13 - Amostra do grupo B (controlo negativo – procedimento idêntico ao grupo A, seguido de aplicação 
de Verniz de fluoreto de sódio a 5% (Profluorid® Varnish), de acordo com as indicações do fabricante). 
 
 
Visão panorâmica da superfície de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se 
uma camada contínua recobrindo a superfície de esmalte desmineralizado, 































Figura 14 - Amostra do grupo C (controlo negativo - procedimento idêntico ao grupo B, seguido da imersão dos 
espécimenes em saliva artificial alterada, sem cloreto de cálcio). 
 
 
Visão panorâmica da superfície de esmalte desmineralizado a x500. Observam-se 
diversas linhas de fratura, bem como zonas irregulares alternadas com zonas mais 
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Figura 15 - Amostra 1 grupo D (controlo positivo - procedimento idêntico ao grupo B, seguido da imersão dos 
espécimenes em saliva artificial alterada, com cloreto de cálcio). 
 
 
Visão panorâmica da superfície de esmalte desmineralizado a x500. Observam-se 
padrões de fratura normais, bem como diferentes zonas homogéneas de 

































Figura 16 - Amostra 1 grupo E (procedimento idêntico ao grupo B, seguido da imersão dos espécimenes em saliva 




Visão panorâmica da superfície de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se 
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Figura 17 - Amostra 1 grupo F (procedimento idêntico ao grupo B, seguido da imersão dos espécimenes em saliva 
artificial alterada, com cloreto de magnésio). 
 
 
Visão panorâmica da superfície de esmalte desmineralizado a x500. Observa-se 
uma imagem similar à obtida no grupo E mas, mais desorganizada, e na qual é possível 













Tabela 2 - Resumo das imagens MEV a X 500 obtidas em cada um dos grupos de estudo 
Grupo A Grupo B Grupo C 
Grupo D Grupo E Grupo F 
 
 
Apesar de não existir um grupo controlo com esmalte sadio para se poder 
comparar a aparência deste sem sofrer desmineralização e após este processo, no grupo 
A é possível observar um padrão poroso característico desta ação. 
As imagens dos grupos B, C, D, E e F revelam um revestimento correspondente à 
deposição da camada de verniz de flúor aplicado em cada uma das amostras destes grupos 
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III.2. ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X COM DISPERSÃO DE ENERGIA (EDS) 
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Através da análise dos gráficos presentes da Tabela 3, é possível fazer algumas 
inferências, nomeadamente: 
Na análise elementar do grupo A observaram-se valores reduzidos de cálcio e 
fosfato, que corroboram o efeito do tratamento das amostras com ácido láctico. 
O mesmo para o grupo B, ainda que em maior quantidade do que no grupo A, bem 
como um aumento do valor de sódio na amostra, elemento constituinte do verniz de flúor 
aplicado. 
Na análise elementar do grupo C, verificaram-se também valores reduzidos de 
cálcio e fosfato, corroborantes do processo de desmineralização, ainda que mais elevados 
que no grupo A e B, respetivamente. 
No grupo D, foi possível verificar a introdução de cloreto de cálcio, pois a 
amostras revelaram quantidades superiores do elemento cálcio. Observou-se a maior 
proporção Ca/P dos 6 grupos. 
Na análise elementar do grupo E, a proporção Ca/P foi a mais elevada a seguir ao 
grupo D, e a presença do elemento estrôncio foi notória.  
Quanto ao grupo F, a presença de magnésio foi difícil de achar, o que sugere 





















O esmalte dentário compreende aproximadamente 90% de hidroxiapatite 
substituída [Ca10(PO4)6(OH)2], que é submetida a ciclos consecutivos de dissolução 
(desmineralização) e recristalização (remineralização) (Güçlü, Alaçam, & Coleman, 
2016). Sabe-se que o processo de desmineralização do esmalte pode ser revertido através 
da deposição mineral quando exposto a um ambiente favorável para a sua ocorrência, 
pelo que no presente trabalho pretendeu-se estudar a incorporação de diferentes catiões 
divalentes alcalino-terrosos na fluorapatite e realizar um estudo observacional 
comparativo das superfícies de esmalte resultantes, através da análise MEV/EDS das 
mesmas. 
O grupo A, o qual corresponde a esmalte desmineralizado com solução de ácido 
láctico serviu de controlo para comparação das imagens e análise elementar face aos 
restantes grupos de estudo (B-F). Na imagem MEV deste grupo é possível verificar que 
existiu desmineralização e a análise elementar da mesma foi concordante com esta 
observação, tendo-se verificado valores diminuídos de cálcio e fosfato. 
Posteriormente à indução de desmineralização nas amostras foi aplicado, em cada 
uma delas, com exceção do controlo A, um verniz de fluoreto de sódio a 5% (Profluorid® 
Varnish) cuja intenção foi a de prover flúor de modo a que o processo de remineralização 
pudesse ocorrer, com a formação de fluorapatite, uma vez que é sabido que o flúor atua 
de forma dinâmica na difusão dos iões de cálcio e fosfato. Optou-se por trabalhar com a 
fluorapatite e não com a hidroxiapatite, pelo facto de esta não depender da disponibilidade 
de iões hidroxilo livres, excluindo assim a necessidade de manipular o pH. A formação 
de fluorapatite através desta metodologia já foi testada em trabalhos anteriormente 
realizados e discutidos, com resultados que sustentam o êxito da mesma. 
A substituição de iões hidroxilo por iões fluoreto livres diminui o volume do cristal, 
aumenta a estabilidade e, consequentemente reduz a solubilidade dos cristais da HA 
(Güçlü, Alaçam, & Coleman, 2016). 
A imagem MEV do grupo B, revela, portanto, camadas alternadas de recobrimento 
da superfície de esmalte desmineralizado. Estas camadas correspondem à deposição da 
película de verniz de flúor que foi aplicado. Em relação à análise elementar, os valores de 
cálcio e fosfato corroboram a existência de desmineralização, no entanto estes foram 
superiores aos do grupo A, o que sugere ter havido alguma remineralização. Contudo, o 
mesmo não seria expectável, uma vez que as amostras deste grupo não foram submetidas 
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a nenhum aporte de cálcio. Tal observação poderia ser justificada com a formação de um 
precipitado de sódio, uma vez que este metal está presente no verniz utilizado na forma 
NaF. Porém, por um lado o ião Na+ é um metal muito estável em solução (não apresenta 
significativa tendência em formar complexos e normalmente os seus sais têm solubilidade 
elevada), por outro as análises elementares das superfícies das amostras do grupo B 
revelaram que o teor de cálcio aumentou do grupo A para o grupo B, enquanto o teor de 
sódio não variou expressivamente. De qualquer forma, apenas considerando uma amostra 
de maior dimensão e recorrendo a métodos quantitativos mais exatos seria possível 
identificar a origem da mineralização. 
No grupo C, onde as amostras desmineralizadas artificialmente foram tratadas com 
flúor e posteriormente imersas em saliva artificial sem qualquer metal divalente na sua 
constituição, as imagens de MEV sugerem a existência de desmineralização na superfície 
de esmalte, assim como uma camada de recobrimento correspondente à aplicação do 
verniz de flúor, idêntica à observada no grupo B. A análise elementar das amostras sugere 
a existência de desmineralização (valores de cálcio e fosfato diminuídos), todavia estes 
valores permanecem mais expressivos comparativamente com os dos grupos anteriores, 
sugerindo ter havido remineralização. Tal como no caso anterior, não era esperado que 
este grupo originasse imagens de MEV e resultados de EDS que sugerem a presença de 
maior teor de cálcio associado com uma mineralização da superfície, em comparação com 
o grupo A. 
Posto isto, em virtude das diferenças nas imagens MEV/EDS da superfície do 
esmalte das amostras dos grupos A, B e C não se verificou a hipótese de estudo i (página 
20). 
Para que haja formação de fluorapatite é imperativo a presença de cálcio ou de um 
outro metal capaz de o substituir na apatite formada, motivo pelo qual se resolveu testar 
o estrôncio e o magnésio pois, como já referido anteriormente, tratam-se de elementos 
cujas propriedades periódicas se assemelham. 
No grupo D, cujas amostras foram imersas em saliva artificial contendo cloreto de 
cálcio, as imagens MEV e a análise EDS corroboram a existência de remineralização, 
sendo possível identificar zonas alternadas de exposição/recobrimento na superfície de 
esmalte, assim como valores elevados de cálcio e fosfato. No processo de remineralização 
a disponibilidade de iões de cálcio e fosfato é uma limitação para a sua ocorrência 
(Cochrane et al., 2010; Elkassas & Arafa, 2014), pelo que a disponibilidade de cálcio na 
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solução de saliva em que as amostras foram imersas e o fosfato libertado aquando a 
desmineralização do esmalte promoveram a formação de fluorapatite. 
No grupo E, a imersão das amostras em saliva artificial contendo cloreto de 
estrôncio originou imagens MEV da superfície de esmalte mais homogéneas (quando 
comparadas com as dos grupos A, B, C) com uma estrutura mais organizada em que é 
possível identificar mais espaços lacunares. É possível observar uma camada impregnada 
na superfície, sugestiva da substituição do cálcio por estrôncio na remineralização com 
formação de Sr-fluorapatite. Deste modo, é possível corroborar a hipótese de estudo ii 
(página 20). Na análise elementar verificou-se de forma expressiva a presença do 
elemento estrôncio. 
Assim, os resultados obtidos assemelham-se aos obtidos em estudos 
anteriormente desenvolvidos, tais como um estudo in vitro de Thuy et. al (2008), cujo 
objetivo foi esclarecer a interação entre o estrôncio  e o flúor  na remineralização de lesões 
de cárie, o qual mostrou claramente que a presença simultânea destes dois elementos, em 
concentrações específicas, aumenta a remineralização do esmalte in vitro, isto é, enquanto 
o processo de remineralização foi afetado pela concentração de flúor, a interação entre o 
estrôncio e o flúor induziram um aprimoramento sinérgico da remineralização. Num outro 
estudo mais antigo, Wefel (1995) mostrou os benefícios anticárie de uma pasta fluoretada 
suplementada com estrôncio quando comparado a um controlo de pasta fluoretada (com 
idêntica concentração de flúor). 
No entanto, o efeito do estrôncio na transformação de fase do fosfato de cálcio 
ainda não está esclarecido. Para tal, é necessário investigar de que forma o estrôncio afeta 
a estabilidade térmica e a estrutura cristalina do fosfato de cálcio. Com esse intuito, num 
estudo recente de He, Dong & Deng (2016) foram sintetizadas, por precipitação química, 
amostras de fosfato de cálcio substituídas por estrôncio, com conteúdo variável. Os 
resultados deste estudo mostraram que o estrôncio é incorporado na rede de hidroxiapatite 
e esta incorporação, por sua vez, leva a um aumento na energia de ligação ao cálcio. Por 
outro lado, nos precursores da apatite, o estrôncio parece combinar-se com átomos de 
oxigénio ou grupos carbonato em geometrias semelhantes às adaptadas pelo cálcio na 
estrutura da apatite, o que uma vez mais vai de encontro aos resultados obtidos no 
presente estudo. 
Por último, o grupo F cujas amostras foram imersas em saliva artificial contendo 
cloreto de magnésio, deu origem a imagens MEV/EDS que corroboram a existência de 
remineralização (e consequentemente, a hipótese de estudo ii), com formação de 
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fluorapatite, tal como se verificou nos grupos D e F, mas em menor quantidade e de forma 
mais heterogénea. Este resultado sustenta a ideia anteriormente mencionada de que os 
iões de magnésio podem substituir iões de cálcio, mas, contrariamente ao estrôncio, inibir 
o crescimento de cristais (Alkattan, Lippert, Tang, Eckert & Ando, 2018; Neel et al., 
2016). 
Sumariamente, os resultados obtidos revelam que a abundância/disponibilidade 
de um elemento, neste caso de um metal, no meio ambiente não é a chave suficiente para 
a incorporação do mesmo na hidroxiapatite, mas sim as propriedades físico-químicas 
deste.  
 
IV.1. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 
Apesar do presente trabalho ter sido desenvolvido com base em protocolos 
experimentais devidamente descritos na literatura, subsistem limitações. Tratando-se de 
um estudo ex vivo, as soluções preparadas de ácido láctico e saliva artificial, 
correspondem a soluções artificiais cujo objetivo é criar um ambiente suficiente e 
convenientemente estável para o desenvolvimento do projeto.  
O facto da observação das amostras ter sido feita sem a deposição de liga metálica 
resultou em imagens de baixa qualidade, o que dificultou a análise das mesmas. A 
deposição da liga metálica tem como objetivo facilitar a condução da amostra e o esmalte 
é considerado um mau condutor (Prajapati et al., 2017). Optou-se pela não deposição da 
liga metálica na microscopia eletrónica de varrimento, de modo a que fosse possível fazer 
a análise elementar com EDS e assim ter uma noção, ainda que não muito exata, do 
conteúdo metálico do mineral formado. 
A obtenção de imagens foi efetuada apenas numa ampliação (x500), não 
permitindo comparar as características topográficas das amostras/ orientação dos prismas 
de esmalte a diferentes ampliações. 
 
IV.2. PERSPETIVAS FUTURAS 
Futuramente, seria importante aumentar a amostra estudada, de modo a obter um 
maior número de resultados, realizar ciclos de pH para avaliar a resistência da fluorapatite 
formada, face a um novo ataque ácido. Ou por outro lado, comparar a diferença entre a 
escovagem com dentífricos comercializados que contenham cloreto de estrôncio, face a 




Perante os resultados obtidos no presente estudo e, tendo em consideração as 
limitações do mesmo, é possível concluir que os resultados MEV/EDS obtidos 
corroboram a ocorrência desmineralização pelo tratamento das amostras com ácido lático 
no grupo A, e suportam a existência de remineralização com formação de fluorapatite 
com cálcio no grupo tratado com saliva artificial contendo cloreto de cálcio, bem como a 
ocorrência de remineralização com formação de fluorapatite com estrôncio no grupo 
tratado com saliva artificial contendo cloreto de estrôncio e de fluorapatite com magnésio 
no grupo enriquecido com este elemento. No entanto, de entre os grupos com adição de 
catiões divalentes, o grupo que continha magnésio foi aquele que apresentou 
remineralização em menor quantidade, validando o “insucesso” dos diversos estudos que 
procuraram integrar este elemento na rede de HA e o facto de nos últimos anos, a pesquisa 
com este elemento e a sua relação com o esmalte dentário não ser expressiva. 
Contrariamente a este facto, o estrôncio continua a mostrar resultados 
satisfatórios, revelando o seu potencial nesta área, pelo que é indispensável continuar a 
estudá-lo; uma vez que há formação de fluorapatite com estrôncio, será proveitoso 
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